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ABSTRAKT 
Tato bakalářská práce se zabývala studiem interakcí amfifilních fluorescenčních sond 
s hyaluronanem, jelikož tyto sondy by mohly výrazně pomoci v objasnění vazeb 
mezi hyaluronanem a tenzidy. Tento komplex by mohl být velikým přínosem v cílené 
distribuci léčiv. 
Tato práce byla zaměřena na interakci hyaluronanu s amfifilními fluorescenčními 
sondami – konkrétně s dodecylakridinovou oranží. 
Nejdříve byla prozkoumána interakce se samotným hyaluronanem a poté se systémem 
hyaluronan – tenzid. Jako tenzid byl vybrán cetyltrimethylamonium bromid. Vzorky byly 
prozkoumány pomocí metody fluorescenční spektroskopie. Bylo měřeno emisní a absorpční 
spektrum dodecyl akridinové oranže. 
Důvodem proč byl tento pokus prováděn byl předpoklad, že dochází u dodecylakridinové 
oranže k tvorbě dimerů stejně jako u akridinové oranže či od ní odvozené nonylakridinové 
oranže. 
Bylo zjištěno, že v systému hyaluronan-sonda byla dodecylakridinová oranž z komplexu 
vytlačována cetyltrimethylamonium bromidem, který se vázal místo ní. Tenzid interagoval 
s vaznými místy hyaluronanu – s karboxylovymi skupinami. 
 
ABSTRACT 
This bachelor thesis dealt with studying the interaction of amphiphilic fluorescent probes 
with hyaluronan because these probes could significantly help in clarifying the links between 
hyaluronan and surfactants. This complex could be a great benefit in targeting drug 
distribution. 
This thesis was focused on the interaction between hyaluronan and amphiphilic fluorescent 
probes – specifically with dodecyl acridine orange. 
First explored was the interaction with hyaluronan, and then with the hyaluronan – 
surfactant system. Cetyltrimethylamonium bromide was selected as surfactant. Samples were 
examined using fluorescence spectroscopy. Emission and absorption spectrum of dodecyl 
acridine orange was measured. 
This experiment was based on the hypothesis that dodecyl acridine orange forms dimers as 
acridine orange and nonyl acridine orange. 
It was found that in a system of hyaluronan-probe, dodecyl acridine orange was pushed out 
of the complex by cetyltrimethylamonium bromide, which was bounded instead. Surfactant 
interacts with hyaluronan binding positions - with carboxyl groups. 
 
KLÍČOVÁ SLOVA 
kyselina hyaluronová, dodecylakridinová oranž, tenzidy, asociativní vlastnosti 
 
KEY WORDS 
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1. ÚVOD 
Jak přesně jsou buňky strukturovány? Jak se chovají ve tkáních? Za jaké procesy jsou 
jednotlivé buňky zodpovědné? Na tyto otázky vždy hledali biologové odpověď. Nalézt 
odpovědi umožnila fluorescence.  
Metody založené na fluorescenci pomáhají zjišťovat i vlastnosti systémů, ve kterých je 
obsažena kyselina hyaluronová spolu s dalšími látkami. Napomáhají objasnit jakým 
způsobem spolu interagují, či jak se mění jejich vzájemná interakce upravíme-li podmínky 
v systému. 
Proč studovat interakce právě s kyselinou hyaluronovou? Tato látka je tělu vlastní, 
je obsažena v naší kůži, v našich očích, kloubech i v pupeční šňůře u novorozenců, ze které 
bývá také izolována. Mezi významné vlastnosti kyseliny hyaluronové patří její vysoká afinita 
k vodě, proto má hydratační účinky. Díky této vlastnosti a přirozenému výskytu v lidském 
těle nachází kyselina hyaluronová široké uplatnění v kosmetickém i farmaceutickém 
průmyslu. 
Kosmetické využití bylo objeveno teprve nedávno, ale pro velice dobré účinky v obnově 
pokožky a podpoře její integrity se začíná v tomto průmyslu stále více prosazovat. Jelikož 
s věkem klesá její produkce, je třeba ji do tkáně doplňovat ať již ve formě krémů 
či speciálních emulzí. Krémy a emulze s obsahem kyseliny hyaluronové pokožku hydratují 
a vyhlazují vrásky. Tento efekt je však pouze dočasný, jelikož kyselina hyaluronová postupně 
degraduje. Je tedy nezbytné kyselinu hyaluronovou pokožce opakovaně dodávat. 
Z kyseliny hyaluronové se kromě kvalitních kosmetických přípravků vyrábí i přípravky 
na podporu a urychlení hojení ran, popálenin, kožních vředů atd. Tyto přípravky jsou 
založeny na principu, který byl pozorován u lidského embrya, kde se kyselina hyaluronová 
podílí na tvorbě tkání a také na jejich změnách. V embryonální fázi se tvoří jakýsi ocásek, 
který potom během vývoje mizí. Je zde předpoklad, že se kyselina hyaluronová podílí 
na organizaci srůstu tkáně a také na tom, aby se zde neutvořila jizva. Aplikace takovýchto 
přípravků se provádí přímo na ránu, kterou kyselina hyaluronová hydratuje a vyživuje. 
Je obsažena také v různých výživových doplňcích, zejména v těch, které jsou určeny 
pro správnou výživu pohybového aparátu.  
Hledá se také její uplatnění v cílené distribuci léků, protože bylo při studiu 
rakovinotvorných buněk zjištěno, že tyto buňky obsahují velké množství kyseliny 
hyaluronové, díky níž také rakovinné buňky metastázují. Jelikož je kyselina hyaluronová 
biokompatibilní předpokládá se, že se nosičový systém obalený kyselinou hyaluronovou 
dostane přímo k rakovinné buňce, kde se uvolní léčivo, aniž by byly zasaženy jiné buňky. 
Jelikož sama kyselina hyaluronová není schopná dopravit léčivo na určené místo, je zapotřebí 
kromě ní a léčivé látky zařadit do nosičového systému další látku a to tenzid, který bude 
schopen vytvořit micely, do kterých pojme léčivo a zároveň se naváže na kyselinu 
hyaluronovou. 
Tímto způsobem by se omezili nežádoucí účinky současné léčby rakoviny – chemoterapie, 
která působí na celý organismus a ne pouze na postižené místo, čímž výrazně snižuje imunitu. 
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2. TEORETICKÁ ČÁST 
2.1. Kyselina hyaluronová 
Kyselina hyaluronová byla izolována ze sklivce očí skotu a popsána roku 1943 Karlem 
Meyerem a jeho asistentem Johnem Palmerem. Tato jedna z nejvšestrannějších makromolekul 
dostala jméno podle svého původu. 
Dnes se tato látka označuje většinou pouze jako hyaluronan, což zahrnuje jak sůl kyseliny, 
tak i kyselinu samotnou [1]. 
 
2.1.1. Chemická struktura 
Hyaluronan je vysokomolekulární lineární polymer, který se skládá z opakujících 
se cukerných jednotek (kyseliny D-glukoronové a N-acetyl-D-glukosaminu), mezi kterými 
se vyskytují dva typy β-glykosidických vazeb a to 1-3 a 1-4 (Obr. 1) [2]. 
 
 
 (a) (b) 
Obr. 1 Spojení disacharidických jednotek v kyselině hyaluronové β-glykosidickou vazbou 
(a) 1→3 (b) 1→4  
 
Enzymy syntetizující hyaluronan jsou schopny vytvořit řetězec čítající až deset tisíc 
opakujících se disacharidických jednotek. Molekulová hmotnost může tak dosáhnout 
až 4 milionů Da, což při průměrné délce disacharidické jednotky 1 nm představuje řetězec 
dlouhý až 10 µm. 
Ve fyziologických roztocích tvoří hyaluronan strukturu připomínající náhodně se stáčející 
stuhu kvůli přítomnosti vnitřních vodíkových vazeb a interakci s rozpouštědlem (Obr. 2). 
 
 
Obr. 2 Struktura hyaluronanu v roztoku [1] 
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2.1.2. Výskyt 
Hyaluronan je přítomen ve tkáních všech obratlovců. V některých tkáních je hlavním 
stavebním prvkem. Například v kůži, kde se nachází největší množství. Dále ve sklivci 
či v synoviální kloubní tekutině. Méně zastoupen je třeba v okolních hladkých svalových 
buňkách v aortě. 
 
2.1.3. Metabolismus 
Metabolismus hyaluronanu je dynamický. Některé buňky jej syntetizují a katabolizují 
po celou dobu života tkáně, jako třeba keratinocyty v pokožce, kde je poločas rozpadu 
hyaluronanu méně než jeden den. V chondrocytech obsažených v chrupavce je tento poločas 
až 2-3 týdny. Konstantní koncentrace hyaluronanu v tkáních je dosažena díky vyrovnaným 
syntetickým a katabolickým reakcím. 
Hyaluronan je látka mající rozličné vlastnosti, kterých se hojně užívá v medicíně. Z mnoha 
můžeme jmenovat použití jako doplňku při osteoartróze, pro zlepšení synoviální tekutiny [1]. 
 
2.2. Asociační procesy 
2.2.1. Asociativní (micelární) koloidy 
Některé látky ve vhodném rozpouštědle utvářejí od určité koncentrace částice koloidních 
rozměrů. Tyto polymolekulární částice se nazývají micely a látky, které se takto v roztocích 
chovají, nazýváme micelární čí asociativní koloidy. Tvar, struktura či rozměr micely se mění 
v závislosti na fyzikálních podmínkách. 
Tyto systémy bývají označovány jako lyofilní. Narozdíl od lyofobních systémů nepotřebují 
umělou stabilizaci a jejich koncentrace a velikost nejsou určovány minulostí systému, 
ale okamžitými stavovými veličinami. 
 
2.2.2. Molekulární struktura asociativních koloidů 
Asociaci, která vede ke tvorbě micel, mohou podléhat pouze látky mající amfipatický 
neboli amfifilní charakter (tzv. tenzidy). To znamená, že se látka skládá ze dvou částí, a to 
lyofilní a lyofobní (Obr. 3). Lyofilní část molekuly je v určitém prostředí rozpustná, zatímco 
lyofobní je v daném prostředí nerozpustná a je vlastně zodpovědná za celý proces asociace. 
 
 hydrofilní část – hlava hydrofobní část – uhlovodíkový řetězec 
 
Obr. 3 Amfifilní molekula 
 
Molekula tvořící micely ve vodném prostředí obsahuje hydrofobní část (uhlovodíkový 
řetězec) a silně hydrofilní polární skupinu. Takovouto strukturu mají například povrchově 
aktivní látky (PAL). 
Podle toho jak hydrofilní část podléhá elektrolytické disociaci, můžeme asociativní koloidy 
rozdělit do několika skupin. Ionogenní, které jsou schopny disociace a dále se dělí 
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na amfoterní, kationaktivní a anionaktivní a neionogenní neboli neutrální, neschopné 
elektrolytické disociace [3]. 
 
2.2.3. Kritická micelární koncentrace 
Velmi zředěné roztoky asociativních koloidů vytvářejí tzv. pravé roztoky, které jsou 
charakteristické svou závislostí fyzikálních veličin na koncentraci. Při určité koncentraci 
nastává na křivkách výrazný zlom, ve kterém se prudce mění fyzikálně-chemické vlastnosti 
roztoku. Tato koncentrace se nazývá kritická micelární koncentrace neboli CMC.  
Změna fyzikálně-chemických vlastností je způsobena agregací molekul rozpuštěné látky, 
tedy utvořením koloidních útvarů – micel. CMC je také nejvyšší možná koncentrace při níž se 
v roztoku vyskytuje rozpuštěná látka ve formě molekul. Pro většinu PAL se tato koncentrace 
pohybuje v rozmezí 10–5 až 10–3 mol·dm-3.  
Micely mohou být také charakterizovány svým agregačním neboli asociačním číslem, 
které udává z kolika jednotlivých molekul tenzidu se skládá micela [4]. 
CMC může být určena pomocí koligativních vlastností (kupříkladu osmotického tlaku), 
jejichž velikost je v roztoku určena počtem disperzních částic v objemové jednotce. 
Po překročení mezní hodnoty koncentrace, osmotický tlak stoupá s závislostí na koncentraci 
pomaleji, nežli v roztoku s koncentrací nižší než je CMC. Z čehož se dá usuzovat, 
že rozpouštěná látka tvoří asociáty (micely). Při překročení CMC vykazují zlomovou změnu 
i jiné vlastnosti jako povrchové napětí, molární vodivost či rozptyl světla [3]. 
 
2.2.4. Struktura micel ve vodném roztoku 
Existence micel byla potvrzena mnoha experimentálními postupy, avšak v určení tvaru 
mělo zásadní vliv měření optických vlastností a to konkrétně rozptylu světla. Měřením 
rozptylu světla byly potvrzeny domněnky, že micely ve zředěných roztocích jednoduchých 
tenzidů mají kulovitý neboli sférický tvar.  
Tzv. Hartleyovy micely tvořící se ve vodných roztocích jsou kulovité agregáty, tvořené 
molekulami PAL, jejichž hydrofobní části jsou orientovány dovnitř útvaru a tvoří jádro 
micely (Obr. 4). 
 
 
Obr. 4 Struktura sférické (Hartleyovy) micely 
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U koncentrovanějších roztoků se vyskytuje v závislosti fyzikálně-chemických vlastností 
i druhý lom, který naznačuje, že se v roztocích tvoří i micely jiného tvaru. Micely 
se s rostoucí koncentrací zvětšují a molekuly PAL se začínají orientovat rovnoběžně. 
Následkem toho se v roztocích mohou vytvořit válcovité či laminární micely (Obr. 5) [4]. 
 
 
Obr. 5 Struktura laminární micely 
 
2.2.5. Reverzní obrácené micely 
Reverzní neboli obrácená micela (Obr. 6) je asociativní micela, kterou vytvářejí některé 
PAL v nevodném prostředí. Jádro těchto útvarů je tvořeno polárními skupinami, zatímco 
uhlovodíkové řetězce jsou orientovány ze středu ven, tedy směrem do nepolárního prostředí. 
Asociační číslo bývá většinou menší než 10. U takovýchto roztoků bývá obtížné definovat 
CMC, jelikož k přechodu z pravého na koloidní roztok, dochází v širokém rozsahu 
koncentrací [4]. 
 
 
Obr. 6 Reverzní (obrácená) micela 
 
2.2.6. Solubilizace 
Solubilizace je významnou vlastností asociativních koloidů, úzce související se stavbou 
micel. Solubilizace je schopnost rozpustit i látky, které jsou jinak v čistém disperzním 
prostředí nerozpustné. Tento jev může být pozorován pouze tehdy, je-li překročena hodnota 
CMC. 
Je to proces, při kterém jsou solubilizované látky včleňovány do micely. Mechanismus 
solubilizace se různí podle molekulární struktury rozpouštěné látky. Ve vodném prostředí se 
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nepolární látky rozpouštějí uvnitř micel. Látky polárně-nepolárního charakteru 
(tzv. kosurfaktanty), se začleňují do micely tak, že jejich polární skupiny směřují vně micely, 
do vodné fáze a uhlovodíkové řetězce dovnitř jádra micely. Látky polární se solubilizují 
na povrchu micely či v její těsné blízkosti (Obr. 7). 
Největší význam solubilizace je při detergenci, která je podstatou veškerého praní a mytí. 
 
 
 (a) (b) (c) 
Obr. 7 Solubilizace (a) nepolárních látek (b) kosurfaktantů (c) polárních látek 
 
2.2.7. Koloidní roztoky vysokomolekulárních látek 
Dalšími látkami schopnými tvořit koloidní systém jsou makromolekuly. V tomto případě 
nejsou disperzní částice tvořeny shlukem jednotlivých molekul malých rozměrů jako 
u asociativních koloidů, nýbrž jednotlivými molekulami koloidních rozměrů. Tudíž se jedná 
o útvary vázané pomocí chemických valenčních sil.  
Vlastnosti vysokomolekulárních látek závisí jak na rozměrech tak i na tvaru a struktuře. 
Koloidní roztoky tvoří pouze lineární polymery a také globulární. Globulární polymery jsou 
trojrozměrné polymery, jejichž molekuly mají omezené rozměry. 
 
2.2.7.1. Roztoky vysokomolekulárních elektrolytů 
Polyelektrolyty (vysokomolekulární elektrolyty), jsou látky obsahující ionogenní skupiny 
a jsou tedy schopné disociace. Podle povahy skupin, které obsahují se dělí na: 
 
• kyselé - obsahující kyselé skupiny, například - −3OSO  (mezi které patří i kyselina 
hyaluronová, která obsahuje karboxylové skupiny) 
• bazické - obsahující zásadité skupiny - +3NH  
• amfoterní - na jejichž řetězci jsou navázány jak zásadité tak i kyselé skupiny. 
 
Chování elektrolyticky disociujících makromolekul je v roztoku ovlivňováno kromě 
mezimolekulárních disperzních sil také silami elektrostatickými. Vliv elektrostatických sil 
je značně velký, jestliže se v roztoku nenachází další elektrolyt kromě vysokomolekulárního. 
Tento vliv je oslabován i přidáním malého množství nízkomolekulárního elektrolytu. 
Lineární makromolekuly obsahující náboje stejného znaménka mají velmi malou tendenci 
se svinovat v klubko. Ve zředěných roztocích se vyskytují ve formě nataženého řetězce kvůli 
odpudivým silám mezi souhlasně nabitými částmi. 
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Amfoterní molekuly, u kterých se pravidelně střídají náboje se svinují do cívkovitého 
útvaru. Tento spirálovitý útvar je vytvářen přitažlivými silami mezi kladným a záporným 
nábojem. Jak u makromolekul obsahujících pouze jeden náboj tak i u amfoterních 
makromolekul mají vliv na tvar nízkomolekulární ionty přítomné v roztoku. 
V prvním případě vytváří ionty kolem elektrických nábojů makromolekuly iontovou 
atmosféru opačného náboje zeslabující účinky odpudivých sil. U amfoterních makromolekul 
narušují nízkomolekulární ionty účinky elektrostatických sil mezi jednotlivými náboji 
a řetězec se tak blíží normálnímu stupni svinutí (Obr. 8). 
 
 
(a) (b) 
Obr. 8 Tvar vysokomolekulárních lineárních polyelektrolytů v roztoku (a) makromolekula 
se souhlasnými náboji (b) amfoterní makromolekula [4] 
 
2.2.7.2. Roztoky vysokomolekulárních neelektrolytů 
Lineární molekula polymeru může vlivem tepelného pohybu či vnějších sil měnit svůj tvar. 
Takovéto „stáčení“ dovoluje otáčivost členů uhlíkového řetězce kolem spojnic se sousedními 
uhlíky. Takovýto náhodně uspořádaný tvar nazýváme makromolekulární klubko. 
Makromolekuly v roztocích jsou od sebe dostatečně vzdáleny a tak je prostor mezi nimi 
a mezi jednotlivými makromolekulárními klubky vyplněn molekulami rozpouštědla. Tato 
skutečnost má za následek, že se v roztoku nachází různě svinuté řetězce. Konformace těchto 
útvarů je proměnná v čase. Stáčení řetězce je závislé na přítomnosti substituentů a také 
na interakci s rozpouštědlem. 
 
Rozpouštědla se podle afinity k vysokomolekulární látce dělí na: 
 
• dobrá - ve kterých se objem klubka zvětšuje (klubko bobtná), jelikož se snaží mít 
ve styku s rozpouštědlem co nejvíce svých částí 
• špatná - kde je klubko svinuté, jelikož molekula upřednostňuje vazby 
mezi jednotlivými částmi makromolekuly 
• indiferentní neboli theta – v nichž jsou vzájemné interakce vyrovnané. 
 
 
 
 
14 
V koncentrovanějších roztocích dochází k intenzivnějšímu propletení jednotlivých řetězců 
a vzniká spojitá i když velmi řídká struktura (Obr. 9). Tento stav představuje přechod 
ke gelům [4]. 
 
 
 (a) (b) 
Obr. 9 Struktura roztoku vysokomolekulárních látek (a) zředěný roztok (b) koncentrovaný 
roztok [3] 
 
2.3. Základy absorpční spektrofotometrie v ultrafialové a viditelné oblasti 
spektra 
V molekulární absorpční spektrofotometrii je měřeno množství absorbovaného 
ultrafialového (UV) či viditelného (VIS) záření zředěnými roztoky molekul. Tato metoda tedy 
zjišťuje do jaké míry a které vlnové délky roztok pohlcuje [5]. 
Podmínkou pro absorpci záření ve viditelné nebo dlouhovlnné části ultrafialového spektra 
je přítomnost elektronů s dostatečně nízkou excitační energií. Tyto elektrony absorpcí fotonu 
přijímají energii, díky které dochází k excitaci elektronu na jednu z mnoha vibračních 
a rotačních hladin. Takto se vytváří velmi blízké absorpční čáry ve spektru splývající v pás. 
Absorpční spektra v těchto oblastech jsou proto svou podstatou elektronová a funkční skupina 
obsahující tyto elektrony se nazývá chromofor [6]. 
 
2.3.1. Základní vztahy 
Pokud na kyvetu obsahující roztok absorbující látky dopadá zářivý tok Φ0, pak prošlý 
zářivý tok Φ poklesne na nižší hodnotu. Tento pokles je zapříčiněn odražením, rozptýlením 
a pohlcením (absorpcí) světla.  
 
2.3.1.1. Transmitance 
Pokud zanedbáme ztráty vzniklé odrazem a rozptylem na stěnách kyvety, pak poměr obou 
zářivých toků T se nazývá transmitance neboli propustnost. Transmitance vyjadřuje relativní 
část prošlého záření a často je uváděna v procentech. 
 
0Φ
Φ
=T  nebo také ( )%100
0
⋅
Φ
Φ
=T . (1) 
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2.3.1.2. Absorbance 
Dekadický logaritmus převrácené hodnoty transmitance se nazývá absorbance. Pokud 
je absorpce roztoku nulová, je nulová i absorbance, naopak transmitance je jednotková 
(100%). 
 
Φ
Φ
=−=
0loglogTA  (2) 
 
2.3.1.3. Lambert-Beerův zákon 
Absorbance roztoku je přímo úměrná koncentraci absorbující látky ve vzorku a tloušťce 
absorbující vrstvy. Tato závislost se nazývá Lambert-Beerův zákon a lze ji zapsat ve tvaru 
 
lcA ⋅⋅= λε , (3) 
 
kde c  představuje látkovou koncentraci, l  tloušťku vrstvy a λε  je molární absorpční 
koeficient (Obr. 10). Absorpční koeficient je veličina charakteristická pro danou látku 
v daném prostředí a závisí také na vlnové délce, při které je měření prováděno. Absorbance 
je veličinou aditivní. Absorbuje-li světlo v roztoku více složek, je konečná absorbance rovna 
součtu jednotlivých absorbancí [6]. 
 
 
Obr. 10 Znázornění absorpce při průchodu záření kyvetou se vzorkem 
 
Lambert-Beerův zákon je zákonem limitním, jelikož platí pouze za určitých podmínek. 
Platí pro zředěné roztoky do koncentrací zhruba 10-2 M, pro monochromatické záření a dále 
musí být v roztoku přítomna jen jedna absorbující složka [8]. 
 
2.3.2. Absorpční křivky  
Závislost absorbance na vlnové délce je znázorněna absorpční křivkou, která je kvalitativní 
charakteristikou látky či směsi látek.  
Absorpční křivky jsou ovlivňovány různými faktory, mezi které patří například teplota, 
jejíž vliv je patrný zejména ve zředěných roztocích. Dále iontová síla roztoku, vlivem které 
může být změněn tvar absorpční křivky. Působením rozpouštědla někdy dochází 
k bathochromnímu či hypsochromnímu efektu. U bathochromního efektu dochází k posunu 
vlnové délky absorpčního signálu směrem k větším vlnovým délkám a u hypsochromního 
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efektu dochází k posunu opačným směrem. Vliv na absorpční spektra mají také tenzidy, 
jejichž přítomnost v roztoku způsobuje posun λmax a vzrůst molárního absorpčního 
koeficientu [7]. 
 
2.4. Luminiscenční spektrometrie 
2.4.1. Fotoluminiscence 
Luminiscence (z latinského slova lumen = světlo) je vlastnost látky emitovat světlo, pokud 
je ozářena zdrojem. Při absorpci záření přechází elektron ze základní energetické hladiny 
do excitovaného stavu. V podstatě je to optické záření systému, produkované během přesunu 
elektronu z excitovaného do základního stavu, tzv. deexcitace. Excitace může být iniciována 
pomocí UV, IR nebo viditelné části světelného spektra. Poté se luminiscence nazývá přesněji 
fotoluminiscence, podle zdroje energie potřebné k excitaci elektronu [9]. 
 
Roku 1935 představil Alexander Jabłoński svůj diagram popisující probíhající jevy 
při fluorescenci doprovázené různými energetickými přechody z jednotlivých hladin které 
nazval singlety a triplety [10]. 
Singletový stav je pokud mají dva elektrony tvořící pár opačný spin a tripletový stav pokud 
mají tyto elektrony shodný spin (Obr. 11). 
 
 
 (a) (b) (c) 
Obr. 11 Základní singletový stav (a); excitovaný singletový stav (b); excitovaný tripletový 
stav (c) 
 
Fotoluminiscenci můžeme rozdělit do dvou samostatných jevů – fluorescence 
a fosforescence a to podle toho, zda se elektron navrací do základního stavu ze singletového 
či tripletového stavu. 
 
2.4.2. Jabłońskiho diagram 
Jabłońskiho diagram (Obr. 12) se používá k ilustraci procesů, které mohou nastat 
při excitovaných stavech. Poté co elektrony absorbují světelné kvantum budícího záření, 
přechází ze singletového stavu S0 (základního), do excitovaného singletového stavu S1, S2, 
či do tripletového stavu T1 nebo T2. Přechod do tripletového stavu však narozdíl od přechodu 
do singletových stavů doprovází změna spinu. 
K uvolnění přijaté energie dochází nezářivými či zářivými přechody. 
Mezi nezářivé přechody řadíme vnitřní konverzi (VK), mezisystémový přechod (MP) 
a vibrační relaxaci (VR). 
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Vibrační relaxace, je přechod elektronu z vyšší vibrační hladiny na nižší v rámci jedné 
singletové hladiny. Podobným přechodem je vnitřní konverze, při které elektron přechází 
z vyšší singletové hladiny do nižší, například z hladiny S2 na hladinu S1. Mezisystémový 
přechod je doprovázen změnou spinu, elektron tedy přechází ze singletové hladiny 
na tripletovou. 
K zářivým přechodům patří fluorescence, zpožděná fluorescence a fosforescence [11]. 
 
 
Obr. 12 Jablońskiho diagram – energetické přechody při fotoluminiscenci. 
 
2.4.3. Fluorescence 
Roku 1842 Sir Georgie Gabriel Stokem poprvé popsal jev fluorescence pozorované 
při použití minerálu známého jako fluorit (kazivec), odtud název fluorescence. O tři roky 
později, v roce 1845 sir John Frederick William Herschel objevil fluorescenci v roztoku 
chininu [11]. 
Jev kdy se vyzářením fotonu navrátí excitovaný elektron na základní energetickou hladinu 
se nazývá fluorescence. U fluorescence přechází excitovaný elektron z energeticky vyššího 
singletového stavu (například S1) do stavu s menší energií (S0). Jelikož se elektron může 
navrátit do základního stavu pouze z nejbližší vibrační hladiny, zároveň se při tomto procesu 
může uplatnit vnitřní konverze. Při fluorescenci nedochází ke změně spinu. 
Při porovnání absorbované a emitované vlnové délky pozorujeme, že emitované záření má 
nižší energii a tudíž větší vlnovou délku. 
 
2.4.4. Zpožděná fluorescence 
Pokud dodáme excitovanému elektronu, který se nachází na tripletové hladině energii, 
může se dostat zpět do singletového stavu. Odtud se vyzářením elektronu vrací zpět 
na základní hladinu, stejně jako při fluorescenci. Tento jev nazýváme zpožděná fluorescence 
jelikož má při tomto procesu molekula delší dobu dohasínání, kvůli setrvání na tripletové 
hladině. 
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2.4.5. Fosforescence 
Pokud dojde v systému k mezisystémové konverzi, přejde elektron ze singletové hladiny 
S1 na tripletovou hladinu T1. Excitovaný elektron pak může vyzářit přebytečnou energii 
ve formě fotonu a dostat se tak na zakladní singletový stav S0. Tomuto zářivému přechodu 
se říká fosforescence. Důsledkem přechodu z tripletového stavu, který je energeticky chudší, 
je že vyzářená vlnová délka je při fosforescenci delší než při fluorescenci [12]. 
 
2.4.6. Excitační a emisní spektra molekul 
Změřením látky, která je schopna luminiscence, pomocí spektrofluorimetru, získáme 
excitační či emisní spektrum. Při měření excitačních spekter je pevně nastavena vlnová délka 
na emisním monochromátoru a při měření emisních spekter je naopak nastaven na pevnou 
vlnovou délku excitační monochromátor. 
 
2.4.6.1. Excitační spektrum 
Jedná se v podstatě o zjednodušené absorpční spektrum analytu. Intenzita excitačního 
maxima je stejná jako intenzita absorpčního maxima při konstantní intenzitě emise zdroje 
v určitém rozsahu vlnových délek. 
 
2.4.6.2. Emisní spektrum 
Emisní spektrum je excitováno jakoukoliv vlnovou délkou nacházející se v oblasti 
excitačního spektra. Je také ovlivňováno různou citlivostí detektoru v závislosti na vlnové 
délce. Emisní spektrum vyjadřuje pravděpodobnost zářivého přechodu z excitovaného stavu 
v závislosti na sledované emisní vlnové délce. 
 
2.4.7. Zhášení fluorescence 
Zhášení fluorescence lze definovat jako bimolekulární proces, při kterém se snižuje 
kvantový výtěžek fluorescence aniž by docházelo ke změně fluorescenčního emisního 
spektra.  
Rozlišují se dva typy zhášení – dynamické a statické. Dynamické zhášení nastává tehdy,  
je-li fluorofor v excitovaném stavu deaktivován srážkou s molekulou zhášedla a navrací se 
do základního stavu nezářivým přechodem. Při dynamickém zhášení nedochází k chemickým 
změnám na rozdíl od statického zhášení, při kterém se po kontaktu fluoroforu a molekuly 
zhášedla vytvoří nefluoreskující komplex.  
 
 
Typy zhášení fluorescence 
 
1. Koncentrační (samo)zhášení fluorescence: 
Od určité prahové koncentrace analytu dochází k poklesu kvantového výtěžku. 
Tento děj je důsledkem neelastických srážek mezi excitovanými molekulami 
a molekulami v základním stavu. Tyto molekuly absorbují záření, ale neemitují ho. 
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2. Vnitřní konverze molekul: 
Dochází k disipaci energie excitovaných molekul na nezářivé formy energie 
v důsledku srážek excitovaných molekul s neexcitovanými. Ztráty zvyšující 
se s rostoucí teplotou jsou také závislé na koncentraci molekul, viskozitě 
roztoku apod. 
 
3. Vnitřně filtrační efekt: 
Při tomto efektu nastává absorpce sekundárního emitovaného záření molekuly 
a překryv excitačního a emisního spektra. 
 
4. Zhášení emitovaného záření nadbytkem činidla: 
Pokud absorbuje činidlo (či jiné sloučeniny přítomné v roztoku) při blízké vlnové 
délce jako fluoreskující produkt analytu, dochází k absorpci záření přednostně 
činidlem. Z tohoto důvodu již nestačí záření pro excitaci produktu analytu. 
 
5. Strukturní a konfigurační změny molekul (organických): 
Pokud je molekula převedena do tripletového stavu, tvoří se volný biradikál 
s nepárovými elektrony, který je velmi reaktivní. Přechází na složitější sloučeniny 
(dimery, excimery), které nemusí fluoreskovat. Při konfigurační a strukturní změně 
může excitovaná molekula přejít do základního stavu aniž by došlo k vyzáření 
nového záření. 
 
6. Vliv cizích iontů: 
K poklesu kvantového výtěžku může docházet i přítomností cizích iontů. V takovém 
případě roste stupeň zhášení s polarizovatelností a s rostoucí kovalentní 
charakteristikou. 
Zhášení aniony: − F
 
< −3NO  < 
−2
4SO  < ac < ( ) −2COO < −Cl  < −Br  < −SCN  < −I  
Zhášení kationy: +2Cu , +2Ni , +2Fe , +3Fe , +2Mn  (kationty s vakantními d-orbitaly);  
+2Mn , +2Fe , +2Hg
 
< +22UO  < Ni Co,  < 
+3Fe < Cu  < +3Cr   
Pohlcení elektronu ze vzbuzené hladiny fluoreskujícího chelátu analytu 
v neobsazeném d-orbitalu má za následek znemožnění návratu excitovaného 
elektronu na základní hladinu [7]. 
 
2.5. Vlastní a nevlastní fluorescence 
Fluorescenci lze rozdělit na vlastní a nevlastní. Vlastní fluorescenci vykazují látky 
obsahující tzv. vlastní neboli vnitřní fluorofory, které se v nich přirozeně vyskytují. U buněk 
je vlastní fluorescence dána především proteiny, kde jsou hlavními fluorofory aromatické 
aminokyseliny (např. Tryptofan).  
Při nevlastní fluorescenci se ke studovanému vzorku, který nemá vhodné fluorescenční 
vlastnosti, přidávají tzv. vnější neboli nevlastní fluorofory. Pokud se nevlastní fluorofory 
vážou ke sledovaným molekulám kovalentní vazbou, nazývají se fluorescenční značky. 
V případě že se vážou nekovalentně se nazývají fluorescenční sondy. 
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2.5.1. Fluorescenční značky 
Vhodná fluorescenční značka by měla vykazovat vysokou intenzitu fluorescence, být 
stabilní při souvislém ozařování a mít minimální vliv na biologické chování pozorované 
molekuly. 
Nejčastěji se používají k fluorescenčnímu značení proteinů, kde se kovalentně vážou 
na jejich aminové či histidinové boční řetězce, triolové skupiny apod. Takovéto sloučeniny 
nalézají uplatnění například v afinitní chromatografii či imunologii. 
 
2.5.2. Fluorescenční sondy 
Fluorescenční sondy bývají sami v roztoku málo fluorescenční. Poté co se naváží 
na proteiny však svou fluorescenci výrazně zvýší. 
Často po navázání na sledovanou strukturu mění své fluorescenční vlastnosti. Volba 
fluorescenční sondy je velice důležitá, jelikož právě její vlastnosti jsou klíčové pro získání 
potřebných informací [13]. 
 
Dodecyl akrididinová oranž 
Dodecyl akridinová oranž neboli 2,8-bis(dimethylamino)-10-dodecyl-acridinium bromid 
(Obr. 13) je kationaktivní fluorescenční sonda amfifilního charakteru. 
 
 
 
Obr. 13 Dodecyl akridinová oranž 
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3. SOUČASNÝ STAV ŘESENÉ PROBLEMATIKY 
Některé amfifilní sondy jsou složeny z polárního fluorescenčního barviva, na které 
je navázán lipofilní řetězec. Tato struktura má za následek, že lipofilní část vykazující afinitu 
k lipidům má tendenci se vnořovat do membrán. Zatímco polární hlava (fluorofor), se 
při takovéto interakci nachází na povrchu a je ve styku s prostředím obklopujícím membránu 
[14]. 
Proto se amfifilní fluorescenční sondy používají k detekci různých lipidů v buňce či přímo 
v jejích jednotlivých organelách. Příkladem může být akridinová oranž a od ní odvozené 
fluorescenční sondy 10-N-nonylakridinová oranž (NAO) a 10-dodecylakridonová oranž 
(DAO) [15]. 
Rešerše se zabývá současným studiem fluorescenční sondy NAO místo studiem 
fluorescenční sondy DAO z toho důvodů, že dostupných informací o použité sondě je velice 
málo. Zaměření se na nonylakridinovou oranž vychází ze strukturní podobnosti 
s dodecylakridinovou oranží.  
NAO, která se od DAO liší v délce uhlíkového řetězce pouze o tři uhlíky, se používá 
k fluorescenční vizualizaci lipozomů a mitochondrií prostřednictvím reakce s kardiolipinem 
(CL). CL vyskytující se výlučně ve nitřní mitochondriální membráně [16] je zásadní 
sloučeninou pro detekci apoptózy (typ programované buněčné smrti) [17], či hraje také roli 
„protonové pasti“ uvnitř membrány, ve které se uskutečňuje oxidativní fosforylace vedoucí 
dále k syntéze ATP. 
Kvantitativní detekce fosfolipidů je pomocí UV absorbance problematická, 
kvůli nedostatku chromoforů v jejich struktuře. Z tohoto důvodu se využívá vlastnosti 
některých fosfolipidů, které mohou prostřednictvím interakce s fluoreskujícími sloučeninami 
změnit emisní fluorescenční spektrum. 
Již podle dřívějších studií bylo zjištěno, že při začlenění NAO do mitochondriální 
membrány, kde dochází k interakci s CL, se posunuje emisní vlnová délka z oblasti zelené 
fluorescence (525 nm) do oblasti červené fluorescence (640 nm), což je zapříčiněno vznikem 
dimerů NAO. Barvivo NAO je proto používáno jako specifická fluorescenční sonda 
pro detekci CL „in vivo“ [18]. 
Interakce mezi NAO a CL lze také studovat pomocí absorpčních spekter. Při nízkých 
koncentracích volné NAO má absorpční spektrum své maximum při 495 nm. Na absorpční 
křivce je patrné „rameno“(maximum při 474 nm), které prezentuje absorpci dimerní formy 
NAO. Se zvyšující se koncentrací se maximum posouvá právě směrem k 474 nm, což 
poukazuje na zvýšenou tvorbu dimeru.  
I v přítomnosti CL se absorpce NAO při 495 nm snižuje, tedy dochází k vymizení 
monomerní formy a naopak při 474 nm nabývá maximální hodnoty, tedy se tvoří dimery [19]. 
Aby byly lépe pochopeny interakce v pravém biologickém systému, byly studovány 
spektroskopické vlastnosti NAO v různých micelárních médiích. Přidáním různých tenzidů – 
anionaktivních, kationaktivních i neutrálních, jsou simulovány jednoduché chemické 
biomembrány. Povrchově aktivní látky zajišťují jednak zvýšenou rozpustnost organického 
barviva ve vodném roztoku a také mění fyzikálně chemické vlastnosti, jejichž změny 
poukazují na vznik komplexu barvivo – tenzid a jsou také projevem začlenění molekuly 
barviva do vytvořených micel.  
NAO je schopná vázat se na micely bez ohledu na jejich micelární náboj. Existují dva 
typy interakcí mezi NAO a micelami – hydrofobní a elektrostatické. 
Hydrofobní interakce se uplatňují v navázání barviva na neutrální tenzidy a hrají také 
důležitou roli při vazbě na kationaktivní tenzidy (CTAB). Hydrofobní interakce jsou 
dominantní a to i přes elektrostatické odpuzování. Elektrostatické interakce se uplatňují 
při navázání NAO na aniontové micely. 
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 Bylo pozorováno, že absorpční maxima NAO se pohybovaly v rozmezí od 474 nm až 
do 500 nm a emisní maxima pouze v rozmezí 522 až 524. V prostředí anionaktivního tenzidu 
byla hodnota absorbance 474 nm, což odpovídá absorbanci dimeru a ve vodě či v přítomnosti 
kationaktivního tenzidu byla dominantní absorbance typická pro monomomerní formu NAO 
(497 nm). Nejsilnější komplexy byly tvořeny s neutrálními micelami, kde hodnota absorbance 
nabývala maxima při 500 nm [20]. 
Díky strukturní analogii NAO s DAO mohla být tato hodnota absorbance dimeru NAO 
použita také při zpracování naměřených dat s DAO. 
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4. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
4.1. Použité chemikálie 
Nativní hyaluronan 
 
HySilk: Mw=300 kDa, CPN spol. s.r.o., číslo šarže: 160708 – E1 
HySilk: Mw=0,75 MDa, CPN spol. s.r.o., číslo šarže: 031007 – 8 – D1 
 
Fluorescenční barviva 
Dodecylakridinová oranž: Acridine orange-10-dodecyl bromide 
 
 
Mw=514,59, CAS: 41387-42-2; Fluka; čistota ≥ 97 % 
 
Povrchově aktivní látky 
CTAB: Cetyltrimethyl amonium bromid 
 
Mw=364,46, CAS: 57-09-0; Sigma – Aldrich; čistota ≥ 98 %; č.š. 117K0732 
 
Další použité chemikálie 
Methanol 
Mw=32,04, CAS: 67-56-1; Sigma – Aldrich; čistota ≥ 99 % 
Voda 
Mw=18,015; voda byla získána z přístroje Milli-Q, firmy Millipore, Inc. 
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4.2. Přístroje a zařízení 
Analytické váhy Denver instrument 
Automatické pipety Biohit ,Finnpipette, Vitrum 
Magnetické míchadlo Heidolph MR Hei-Standard 
Třepačka MS2 Minishaker 
Luminiscenční spektrometr AMINCO-Browman, Series 2 
UV-VIS Spektrofotometr Cary Probe 50, Varian 
 
• AMINCO-Browman, Series 2 
Zdroj záření xenonová lampa (150 W), záblesková lampa (7 W) 
Monochromátory mřížka konkávní holografická, iontově leptaná 
Rozmezí λ 220 – 850 nm 
Přesnost λ ± 0,5 nm 
Opakovatelnost λ ± 0,25 nm 
Rychlost skenu 3 – 6000 nm/min 
 
Jedná se o luminiscenční spektrofotometr s jednopaprskovým uspořádáním. 
Polychromatické záření z primárního zdroje vstupuje do excitačního monochromátoru, kde je 
vybráno záření o vhodné vlnové délce excitace. Excitační paprsek prochází křemennou 
kyvetou, která leží v jeho optické dráze. Dochází k excitaci elektronů zkoumaného vzorku. 
Fluorescence je pozorována ve směru kolmém na směr paprsků primárního záření, aby nebyla 
rušena primárním zářením procházejícího kyvetou. Emisní záření prochází emisním 
monochromátorem, kde je vybrána příslušná vlnová délka. Intenzita fluorescence je zjištěna 
pomocí detektoru (Obr. 14). 
 
 
Obr. 14 Schéma jednopaprskového luminiscenčního spektrofotometru AMINCO-Browman, 
Series 2 
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• Cary Probe 50 
Zdroj záření xenonová pulzní lampa 
Monochromátory Czerny-Turner 0,25 m 
Rozmezí λ 190 – 1100 nm 
Opakovatelnost λ ± 0,1 nm 
Max rychlost skenu 24000 nm/min 
Detektor 2 křemíkové diody 
 
UV-VIS spektrofotometr je zařízení, které je používáno pro měření elektronových 
absorpčních spekter. Cary Probe 50 je spektrofotometr s jednopaprskovým uspořádáním 
skládající se ze zdroje záření, monochromátoru, na němž se získává monochromatické záření 
(záření o určité vlnové délce), dále kyvety se vzorkem a detektoru (Obr. 15). 
 
 
Obr. 15 Schéma jednopaprskového UV-VIS spektrofotometru Cary probe 50 
 
4.3. Příprava zásobních roztoků 
4.3.1. Zásobní roztoky hyaluronanu 
Na analytických vahách bylo naváženo 1,000 1 g hyaluronanu o molekulové hmotnosti 
300 kDa. Navážka byla převedena do odměrné baňky o objemu 100 ml a po rozpuštění tohoto 
množství byl roztok doplněn vodou po rysku. Byl připraven zásobní roztok o koncentraci 
10 g⋅l–1. 
Na analytických vahách bylo naváženo 0,401 4 g hyaluronanu o molekulové hmotnosti 
300 kDa. Navážka byla převedena do odměrné baňky o objemu 100 ml a po rozpuštění tohoto 
množství byl roztok doplněn vodou po rysku. Byl připraven zásobní roztok o koncentraci 
4,014 g⋅l–1. 
Ze zásobního roztoku o koncentraci 4,014 g⋅l−1 bylo do 100 ml odměrné baňky 
odpipetováno 10 ml, a roztok byl doplněn vodou po rysku. Ze zásobního roztoku 
o koncentraci 4,014 g⋅l–1 byl tak ředěním připraven zásobní roztok o koncentraci 0,401 4 g⋅l–1. 
Ze zásobního roztoku o koncentraci 0,401 4 g⋅l−1 bylo do 100 ml odměrné baňky 
odpipetováno 10 ml, a roztok byl doplněn vodou po rysku. Ze zásobního roztoku 
o koncentraci 0,401 4 g⋅l−1 byl tak ředěním připraven zásobní roztok o koncentraci 
0,040 1 g⋅l−1 
Stejně byly připraveny i zásobní roztoky hyaluronanu o molekulové hmotnosti 0,75 MDa. 
V prvním případě bylo naváženo 1,001 6 g hyaluronanu a byl tak vytvořen zásobní roztok 
o koncentraci 10,016 g⋅l−1. Poté bylo naváženo 0,405 g hyaluronanu a byl tak vytvořen 
zásobní roztok o koncentraci 4,05 g⋅l−1. 
Postupným ředěním (stejně jako u první sady roztoků) byly vytvořeny i zásobní roztoky 
o koncentracích 0,405 g⋅l−1 a 0,040 5 g⋅l−1. 
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4.3.2. Zásobní roztok fluorescenční sondy 
Na analytických vahách bylo naváženo 0,026 1 g DAO. Toto množství bylo kvantitativně 
převedeno do plastové odměrné baňky o objemu 100 ml a po rozpuštění navážky byl roztok 
doplněn methanolem po rysku. Takto byl připraven zásobní roztok DAO v methanolu 
o koncentraci 2,03⋅10−3 mol⋅l-1. 
 
4.3.3. Zásobní roztok tenzidu 
Na analytických vahách bylo naváženo 3,650 6 g tenzidu cetyltrimethylamonium bromidu 
(CTAB). Poté bylo toto množství kvantitativně převedeno do odměrné baňky o objemu 
100 ml a doplněno vodou po rysku. Takto byl připraven zásobní roztok CTAB o koncentraci 
0,1 mol⋅l−1. 
 
4.4. Příprava vzorků 
4.4.1. Interakce fluorescenční sondy s polyelektrolytem 
Do plastových zkumavek bylo nejdříve napipetováno příslušné množství vody, poté bylo 
přidáno ze zásobních roztoků příslušné množství kyseliny hyaluronové, a jako poslední bylo 
přidáno 10 µl zásobního roztoku fluorescenční sondy v methanolu. Celkový objem vzorku byl 
4 ml. Konečná koncentrace DAO ve zkumavkách byla 5⋅10−6 mol⋅l−1. Koncentrace kyseliny 
hyaluronové se v jednotlivých vzorcích pohybovala v rozmezí 0 g⋅l−1 až 2 g⋅l−1. Takto byla 
připravena základní řada čítající 24 vzorků. 
Stejným způsobem byly připraveny vzorky pro zúženou řadu. Tato řada obsahovala 
20 vzorků, v nichž byla koncentrace kyseliny hyaluronové v rozmezí 0 g⋅l−1 až 4⋅10−2 g⋅l−1. 
 
Methanolový zásobní roztok byl použit, jelikož se sonda velice špatně rozpouštěla ve vodě. 
Nebylo tak možné dosáhnout požadované koncentrace zásobního roztoku, tak aby poté bylo 
do vzorku pipetováno optimální množství. 
Zásobní roztok DAO v methanolu byl namíchán v takové koncentraci, aby bylo 
do konečného vzorku pipetováno co nejmenší množství (10 µl) a methanol tak co nejméně 
ovlivňoval zkoumaný systém. Výsledné procentuální zastoupení methanolu ve vzorku činilo 
0,25 %. 
Takto bylo učiněno proto, že kdyby byl methanol před vlastním namícháním vzorků 
odpařován, sonda by byla silně sorbována na plastový povrch zkumavek (díky jejímu 
amfifilnímu charakteru) a výsledná koncentrace DAO ve vzorku by byla odlišná. Z tohoto 
důvodu byla také sonda do vzorku pipetována až po přidání vody a kyseliny hyaluronové. 
 
4.4.2. Interakce systému fluorescenční sonda – polyelektrolyt s tenzidem 
Do plastových zkumavek bylo nejdříve napipetováno příslušné množství vody, poté bylo 
do každé zkumavky, kromě blanku přidáno 180 µl příslušné kyseliny hyaluronové. Následně 
bylo přidáno 10 µl zásobního roztoku fluorescenční sondy v methanolu. Výsledná 
koncentrace sondy byla ve všech zkumavkách 5⋅10−6 mol⋅l−1. Nakonec bylo do každé 
zkumavky přidáno různé množství tenzidu CTAB, tak aby vznikla koncentrační řada 
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o 22 vzorcích s koncentračním rozsahem CTAB mezi 0 mol⋅l−1 až 2 mol⋅l−1. Celkový objem 
vzorku byl 4 ml. 
 
4.5. Měření vzorků 
4.5.1. Měření absorpčních spekter 
Pomocí UV-VIS spektrofotometru bylo změřeno absorpční spektrum dodecyl akridinové 
oranže v rozmezí vlnových délek od 350 nm do 650 nm. Byl sledován poměr mezi 
absorpčním maximem dimeru a absorpčním maximem monomeru. Pomocí absorpčních 
spekter byly také provedeny korekce emisních spekter dodecylakridinové oranže. 
 
4.5.2. Měření emisních spekter 
Pomocí luminiscenčního spektrometru bylo změřeno emisní spektrum dodecylakridinové 
oranže při emisní vlnové délce 520 nm a excitační vlnové délce 493 nm. Rozsah vlnových 
délek se nacházel v rozmezí od 500 nm do 650 nm. Byl sledován růst a pokles intenzity 
fluorescence v závislosti na poměru P/D, kde P představuje molární koncentraci vazebných 
míst pro sondu (koncentrace karboxylových skupin na řetězci hyaluronanu) a D představuje 
koncentraci fluorescenční sondy (DAO). 
 
4.6. Korekce 
Přesnost měření fluorescence může být zkreslena různými faktory. Jedním z nich je 
i vnitřně filtrační efekt. Z tohoto důvodu byla emisní spektra korigována podle vztahu: 
 
( )emex
obscorr
ODOD5,010FF +⋅⋅= , (4) 
 
kde Fcorr je korigovaná intenzita fluorescence, Fobs je pozorovaná intenzita fluorescence, ODex 
je optická hustota při excitační vlnové délce a ODem je optická hustota při emisní vlnové 
délce. 
Nahradit optickou hustotu absorbancí můžeme v případě, jestliže pro měření absorpčních 
spekter použijeme kyvetu o optické dráze 1 cm. V takovém případě se pak optická hustota 
vzorku rovná jeho absorbanci. 
 
( )emex
obscorr
AA5,010FF +⋅⋅= , (5) 
 
kde Aex je absorbance při excitační vlnové délce a Aem je absorbance při emisní vlnové délce. 
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5. VÝSLEDKY A DISKUZE 
5.1. Interakce fluorescenční sondy (DAO) se záporně nabitým polyelektrolytem 
(HA) 
Na kyselině hyaluronové se po celé její délce vyskytují záporně nabité karboxylové 
skupiny, prostřednictvím nichž se na hyaluronan váží kationaktivní barviva (DAO). Interakce 
mezi vaznými místy a fluorescenční sondou byla studována pomocí měření intenzity emise 
v závislosti na poměru P/D (Obr. 14). 
P – představuje vazebná místa hyaluronanu, tedy koncentraci karboxylových skupin. 
Obecně platí, že 400 000 g⋅mol−1 HA obsahuje přibližně 1 000 karboxylových skupin.  
D – představuje koncentraci fluorescenční sondy. 
 
Při interpretaci výsledků bylo vycházeno ze strukturní analogie použité sondy (DAO) 
s fluorescenční sondou NAO, u které bylo prokázáno, že po navázání na polyelektrolyt tvoří 
dimery, jejichž absorbance nabývá maximální hodnoty při 474 nm. Dále bylo také vycházeno 
z předpokladu, že DAO je ve vodném roztoku přítomna v monomerní formě, která u DAO 
nabývá maximální hodnoty absorbance při 493 nm (údaj uvedený výrobcem). 
Bylo také bráno v úvahu, že u NAO hraje při vázání na kationaktivní i neutrální tenzidy 
důležitou roli hydrofobní interakce. Tato skutečnost, která byla aplikována i na použitou 
sondu, mohla způsobit, že se v roztoku tvořili i agregáty většího typu – jakési premicelární 
útvary blíže neurčeného typu, s největší pravděpodobností oligomery. Vlastností těchto 
agregátů je stejně jako u dimerů zhášení fluorescence. 
 
Aby byly získány směrodatné odchylky (Obr. 14) bylo měření interakce fluorescenční 
sondy s polyelektrolytem třikrát opakováno. Je patrné, že při nízkých poměrech P/D, je 
směrodatná odchylka mnohem větší, něž při vyšších poměrech P/D, což může být způsobeno 
pipetováním velmi malých množství hyaluronanu do těchto vzorků. 
 
Oblast A: Po přidání malého množství hyaluronanu bylo zaznamenáno snížení intenzity 
fluorescence oproti intenzitě fluorescence samotné sondy (v grafu zobrazeno pomocí růžové 
přímky). Tento pokles byl způsoben navázáním fluorescenční sondy na řetězec hyaluronanu. 
S dalším přídavkem hyaluronanu se intenzita fluorescence zvyšovala.  
Oblast B: Došlo k prudkému snížení intenzity fluorescence v důsledku tvorby dimerů. 
Oblast C: V této oblasti klesla intenzita fluorescence na minimum. Dosažení minima 
znamená, že se v této oblasti nachází bod ekvivalence, kdy se karboxylové skupiny nasytí 
dimery či oligomery DAO. Minima bylo dosaženo u P/D = 9. Na základě těchto výsledků 
byla sestavena zúžená koncentrační řada, aby byla potvrzena hodnota minima intenzity 
fluorescence. 
Oblast D: Došlo k nárůstu intenzity fluorescence, který byl pravděpodobně způsoben 
rozpadem dimerů na monomery či redistribucí molekul DAO v rámci řetězce hyaluronanu, 
což mělo za následek toto zvýšení. 
Oblast E: V této oblasti došlo k mírnému poklesu intenzity fluorescence. Nejspíše znovu 
docházelo v malém množství ke vzniku agregátů. 
Oblast F: Došlo k mírnému stoupání fluorescence. Pravděpodobně se menší část dimerů 
rozpadala. 
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Obr. 14 Závislost intenzity fluorescence sondy DAO na podílu koncentrací vazebných míst 
hyaluronanu a koncentrace sondy. P/D roste zleva doprava, což bylo při konstantní 
koncentraci DAO (5⋅10−6 M) zajištěno rostoucí koncentrací hyaluronanu ve vzorcích. Osa x 
je vynesena v logaritmickém měřítku. 
Růžová přímka znázorňuje intenzitu fluorescence bez přidaného hyaluronanu, tedy samotné 
sondy. 
 
Tvorba dimerů byla také ověřena pomocí poměru absorbance dimeru (při 474 nm) 
ku absorbanci monomeru (při 493 nm), která byla vynesena do grafu společně s intenzitou 
fluorescence (Obr. 15).  
Hodnota absorbance dimeru 474 nm (vykazující dimer NAO), byla použita 
kvůli nedostatku informací o fotochemii DAO a také proto, že je NAO použité sondě 
strukturně nejpodobnější. 
 
Oblast A: V této oblasti dochází ke zvyšování poměru A474/A493. Tato skutečnost 
poukazuje na tvorbu dimerů v roztoku. 
Oblast B: Poměry absorbancí dimeru ku monomeru dosahují v této oblasti maximálních 
hodnot, k tomu analogicky nabývá v této oblasti intenzita fluorescence nejnižších hodnot. 
Oblast C: Nastává pokles hodnot poměrů absorbancí dimeru ku monomeru, což vypovídá 
o tom, že dochází k rozpadu dimerů. 
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Obr. 15 Porovnání závislosti intenzity fluorescence a poměrů absorbance dimeru 
ku absorbanci monomeru (A474/A493) na poměru P/D. Na hlavní ose je znázorněna intenzita 
fluorescence (modře zobrazené body) a na vedlejší ose poměry absorbancí dimeru 
ku monomeru (růžově zobrazené body). Osa x je vynesena v logaritmickém měřítku. 
 
5.2. Interakce fluorescenční sondy (DAO) s polyelektrolytem (HA) o různé Mw  
0
20
40
60
80
100
120
140
160
180
200
0,1 1 10 100 1000 10000
P/D
IF
300 kDa
750 kDa
 
Obr. 16 Závislost intenzity fluorescence sondy DAO na podílu koncentrací vazebných míst 
hyaluronanu (o různé Mw) a fluorescenční sondy. P/D roste zleva doprava, což bylo 
při konstantní koncentraci DAO (5⋅10−6 M) zajištěno rostoucí koncentrací hyaluronanu 
ve vzorcích. Osa x je vynesena v logaritmickém měřítku. 
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Modře zobrazené body znázorňují intenzitu fluorescence při použití hyaluronanu 
o molekulové hmotnosti Mw = 300 kDa. Červeně zobrazené body znázorňují intenzitu 
fluorescence při použití hyaluronanu o molekulové hmotnosti Mw = 750 kDa. 
 
Počet vazebných míst nezávisí na molekulové hmotnosti hyaluronanu. Z měření vyplývá, 
že v měření s hyaluronanem s větší molekulovou hmotností dosahuje intenzita fluorescence 
vyšších hodnot (Obr. 16), což je nejspíše způsobeno větší rigiditou prostředí a tudíž větší 
viskozitou, která má za následek zvýšení intenzity fluorescence. 
 
5.3. Interakce fluorescenční sondy (DAO) s polyelektrolytem (HA) – zúžená 
řada 
Při měření interakce fluorescenční sondy s hyaluronanem byl zjištěn přibližný poměr P/D, 
při kterém by většina karboxylových skupin měla být nasycena dimery či utvořenými 
agregáty. Byla vytvořena zúžená koncentrační řada, tak aby byla zjištěna přesná hodnota 
tohoto poměru. Vzorky byly namíchány v rozsahu P/D od 1 do 20 (Obr. 17).  
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Obr. 17 Závislost intenzity fluorescence sondy DAO na podílu koncentrací vazebných míst 
hyaluronanu a koncentrace sondy – zúžená koncentrační řada. P/D roste zleva doprava, což 
bylo při konstantní koncentraci DAO (5⋅10−6 M) zajištěno rostoucí koncentrací hyaluronanu 
ve vzorcích. Osa x je vynesena v logaritmickém měřítku. 
 
Výsledkem tohoto měření je získání koncentrace hyaluronanu, při které jsou všechny 
disociované karboxylové skupiny nasyceny dimery DAO. Tato koncentrace představuje 
koncový bod titrace, který může být také definován jako počet vazných míst hyaluronanu 
(karboxylových skupin) navázaných na jednu molekulu barviva DAO. 
 
(P/D)e 
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V grafu je tento bod značen jako (P/D)e. Bod (P/D)e nabývá hodnoty (P/D)e = 9, což 
představuje koncentraci hyaluronanu 1,8⋅10−2 g⋅l−1. To znamená, že každá devátá karboxylová 
skupina hyaluronanu je přístupná pro interakci se sondou. 
 
Hodnota (P/D)e byla použita v dalším měření interakce systému fluorescenční sonda – 
polyelektrolyt (HA), jelikož bylo v tomto bodě dosaženo minima intenzity fluorescence. 
 
5.4. Interakce tenzidu (CTAB) se systémem fluorescenční sonda – 
polyelektrolyt 
Při studiu interakce mezi tenzidem a systémem fluorescenční sonda – hyaluronan, byla 
měřena intenzita fluorescence v závislosti na koncentraci CTAB ve vzorku, za konstantní 
koncentrace DAO (5⋅10−6 M) a konstantní koncentrace hyaluronanu. Koncentrace 
hyaluronanu byla zvolena podle (P/D)e tedy 1,8⋅10−2 g⋅l−1 (Obr. 18). 
 
Chování tenzidu v systému fluorescenční sonda – hyaluronan bylo studováno také pomocí 
poměrů absorbance dimeru ku absorbanci monomeru A474/A493 (Obr. 19).  
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Obr. 18 Závislost intenzity fluorescence na koncentraci tenzidu CTAB ve vzorcích 
obsahujících konstantní koncentraci DAO a konstantní koncentraci hyaluronanu. Růžová 
přímka představuje intenzitu fluorescence vzorku, jehož P/D = (P/D)e = 9. Tento vzorek 
obsahuje sondu (o koncentraci 5⋅10−6 M) a hyaluronan (o koncentraci 1,8⋅10−2 g⋅l−1). Osa x 
je vynesena v logaritmickém měřítku. 
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Oblast A: První přídavky malého množství CTAB do vzorku měly za následek zvýšení 
intenzity fluorescence oproti vzorku jehož P/D = (P/D)e, ve kterém je přítomen pouze systém 
fluorescenční sonda – hyaluronan. Celkově v této oblasti dochází k mírnému stoupání 
intenzity fluorescence, které je způsobeno, pokud uvažujeme dimery, jejich vytěsňováním 
tenzidem CTAB a následným rozpadem v roztoku na monomery. Pokud budeme vycházet 
z předpokladu, že jsou karboxylové skupiny na hyaluronanu nasyceny agregáty, poté může 
být zvyšování intenzity fluorescence způsobeno rozdistribuováním DAO podél řetězce, čímž 
dojde k rozpadu agregátů. 
 
Oblast B: V této oblasti je patrné že došlo k prudkému poklesu intenzity fluorescence 
a zároveň k velikému vzrůstu poměru absorbance dimeru ku absorbanci monomeru. Jelikož 
jde o jeden samostatný vybočující bod, lze tuto oblast interpretovat dvojím způsobem: 
• Můžeme tento bod zanedbat, jelikož mohlo dojít k chybě při připravování vzorků, 
například napipetováním špatného objemu CTAB. Vzorky byli namíchány 
najednou pro všechna tři opakování. 
• Pokud by tento bod nebyl zanedbán, svědčí hodnoty jak intenzity fluorescence tak 
poměru absorbancí o tom, že se dalším přídavkem CTAB v roztoku utvořili dimery 
či agregáty, které ve velké míře zhášeli fluorescenci. Muselo tedy dojít k zpětnému 
procesu. Pro přesnější určení probíhajících interakcí mezi systémem hyaluronan – 
fluorescenční sonda a CTAB by bylo zapotřebí další podrobnější měření, které by 
potvrdilo či vyvrátilo tuto skutečnost. 
 
Oblast C: V této oblasti docházelo nejprve ke vzrůstu intenzity fluorescence a poté 
k mírnému poklesu, ale v nijak významné míře vzhledem k rozpětí intenzit fluorescence. 
V průběhu přidávání tenzidu docházelo v malé míře k rozpadu či redistribuci a následně 
zpětnému vytvoření agregátů. 
 
Oblast D: Mezi oblastí C a D došlo k náhlému vzrůstu intenzity fluorescence. Tento vzrůst 
je spojen s překročením CMC tenzidu CTAB (0,9 mM). Poté co byla překročena CMC se 
v roztoku utvořily micely, které se vázaly na vazná místa hyaluronanu. Nárůst intenzity 
mohlo způsobit vytěsňování dimerů z vazných míst a jejich následný rozpad nebo mohlo 
docházet k tvorbě smíšených micel, kde DAO hrála roli kosurfaktantu. Došlo tedy 
k solubilizaci a DAO byla v roztoku přítomna jako součást vzniklých micel. Hodnoty poměrů 
absorbancí nám ukazují, že je dimer v roztoku přítomen méně než v předcházejících oblastech 
grafu. 
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Obr. 19 Porovnání závislosti intenzity fluorescence a poměrů absorbance dimeru 
ku absorbanci monomeru na koncentraci CTAB. Na hlavní ose je znázorněna intenzita 
fluorescence (modře zobrazené body) a na vedlejší ose poměry absorbancí dimeru 
ku monomeru (červeně zobrazené body). Růžová přímka představuje intenzitu fluorescence 
vzorku, jehož P/D=(P/D)e=9. Tento vzorek obsahuje sondu (o koncentraci 5⋅10−6 M) 
a hyaluronan (o koncentraci 1,8⋅10−2 g⋅l−1). Osa x je vynesena v logaritmickém měřítku. 
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6. ZÁVĚR 
Cílem této bakalářské práce bylo zkoumat interakce mezi hyaluronanem a amfifilní 
fluorescenční sondou dodecylakridinovou oranží. Dále také provést experimenty k ověření 
využití amfifilních sond ve studiu interakcí hyaluronanu s tenzidem. 
První studie byly zaměřeny na zkoumání interakcí mezi amfifilní fluorescenční sondou 
dodecylakridinovou oranží a hyaluronanem, ve které se vycházelo ze strukturní analogie 
s amfifilní fluorescenční sondou nonylakridinovou oranží. Bylo předpokládáno, že se bude 
použitá sonda vázat na vazná místa hyaluronanu (na záporně nabité karboxylové skupiny) 
stejně jako se nonylakridinová oranž váže na záporně nabité skupiny kardiolipinu a tvoří zde 
dimery. Vzorky byli namíchány tak, aby obsahovaly konstantní množství amfifilní 
fluorescenční sondy a aby bylo dosaženo rostoucí koncentrace hyaluronanu. Při vlastním 
měření emisních spekter dodecylakridinové oranže byl sledován pokles i vzrůst intenzity 
fluorescence vlivem vzájemných interakcí mezi amfifilní fluorescenční sondou 
a hyaluronanem. Tvorba dimerů na karboxylových skupinách hyaluronanu byla doprovázena 
poklesem intenzity fluorescence a naopak zvyšování intenzity fluorescence doprovázelo 
rozpad dimerů. Účelem těchto experimentů bylo také nalézt koncentraci hyaluronanu, 
při které bude intenzita fluorescence nabývat minimální hodnoty. V tomto bodě by měly být 
všechny disociované karboxylové skupiny obsazeny dimery dodecylakridinové oranže. Oblast 
nejnižších hodnot intenzity fluorescence byla naměřena mezi koncentracemi hyaluronanu 
1⋅10−2 g⋅l−1 až 2⋅10−2 g⋅l−1. 
Tvorba dimerů, která zapříčinila pokles intenzity fluorescence, byla potvrzena pomocí 
změření absorpčních spekter. Bylo vycházeno ze strukturní analogie s nonylakridinovou 
oranží jejíž dimer má absorpční maximum při 474 nm. Tato hodnota maximální absorbance 
dimeru byla poté použita k interpretaci výsledků s dodecylakridinovou oranží. Maximální 
hodnota absorbance monomeru dodecylakridinové oranže činí 493 nm. Obě tyto hodnoty byli 
dány do poměru, aby bylo zjištěno zda převládá v roztoku dimerní či monomerní forma. 
Následně byla vynesena závislost tohoto poměru (absorbance dimeru ku absorbanci 
monomeru) na P/D. Při nejnižších hodnotách intenzit fluorescence nabýval tento poměr 
největších hodnot, což poukazovalo na zvýšenou koncentraci dimerů v roztoku a potvrdilo tak 
předpoklad, že je zhášení fluorescence způsobováno tvorbou dimerů. Aby byla zjištěna přesná 
hodnota bodu ekvivalence, byla navržena zúžená koncentrační řada v rozmezí P/D 1 až 20. 
Bod ve kterém dosahovala intenzita fluorescence minima byl naměřen při P/D = 9, tedy 
při koncentraci hyaluronanu 1,8⋅10−2 g⋅l−1.  
Koncentrace hyaluronanu v bodě ekvivalence byla také použita při měření interakcí 
s tenzidem. Vzorky obsahovaly konstantní množství dodecylakridinové oranže, konstantní 
množství hyaluronanu a rostoucí množství kationaktivního tenzidu CTAB. Interakce 
mezi systémem hyaluronan – dodecylakridinová oranž a tenzidem byly sledovány pomocí 
měření emisních a absorpčních spekter. Interpretace těchto experimentů také vycházela 
ze strukturní analogie s nonylakridinovou oranží a byly také brány v úvahu hydrofobní 
interakce, které mohly zapříčinit vznik premicelárních útvarů dodecylakridinové oranže 
způsobující zhášení fluorescence stejně jako dimery. Kvůli těmto dvěma předpokladům bylo 
nahlíženo na změřená data z dvojího pohledu. První interpretace uvažuje s tvorbou dimerů 
(stejně jako se tomu děje u nonylakridinové oranže) a druhá zvažuje tvorbu větších agregátů. 
V případě, kdy uvažujeme tvorbu dimerů je vzrůst intenzity fluorescence zapříčiněn 
vytěsněním a následným rozpadem dimerů na monomery a pokles intenzity je způsoben 
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tvorbou dimerů na řetězci hyaluronanu. Pokud je uvažována tvorba agregátů, tak může být 
vzrůst intenzity fluorescence způsoben redistribucí jednotlivých molekul z agregátu podél 
řetězce hyaluronanu či začleněním do micel, které jsou vytvořeny tenzidem CTAB 
po překročení jeho CMC. Pokles intenzity fluorescence by byl naopak způsoben opětovným 
utvářením agregátů  
K přesnějšímu objasnění interakcí mezi systémem hyaluronan – dodecylakridinová oranž 
a tenzid by bylo potřeba dalších cíleně zaměřených experimentů. 
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8. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
Da dalton, jednotka molekulové hmotnosti, používaná 
převážně v biochemii 1 Da = 1 g⋅mol-1 
PAL povrchově aktivní látky 
CMC kritická micelární koncentrace 
UV ultrafialová část elektromagnetického záření 
VIS viditelná část elektromagnetického záření 
IR infračervená část elektromagnetického záření 
Φ0 dopadající zářivý tok 
Φ prošlý zářivý tok 
T transmitance 
A absorbance 
λε  molární absorpční koeficient  
c  molární koncentrace 
l  délka optické dráhy 
M zkratka pro mol⋅l-1  
λ vlnová délka 
S0, S1, S2 singletový stav příslušné energetické hladiny 
T1, T2 tripletový stav příslušné energetické hladiny 
P polymer – vazná místa 
D barvivo, fluorescenční sonda 
DAO dodecylakridinová oranž 
NAO nonylakridinová oranž 
CTAB cetyltrimethylamonium bromid 
IF intenzita fluorescence 
A474 absorbance při vlnové délce 474 nm 
A493 absorbance při vlnové délce 493 nm 
HA kyselina hyaluronová 
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9. PŘÍLOHY 
Příloha 1: Luminiscenční spektrometr, AMINCO-Browman, Series 2 
 
 
Příloha 2: UV-VIS Spektrofotometr, Cary Probe 50, Varian 
 
